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研究成果の概要（和文）：タンパク質アレイによるバイオマーカー測定系の確立のため、簡易の

手動式アレイヤーでのタンパク質固定における問題点を解決し、ヒト血漿サンプルをアレイに

固定後、HRP 標識した抗メソセリン抗体と反応させ発光で検出する測定系を構築した。バイオ

マーカーに関しては、現在実施しているメソセリンの有用性の検討とともに、これに限定せず、

共同研究者と連携しながら、候補となるタンパクについて網羅的な検討を進めていく。 
 
研究成果の概要（英文）：Protein array method was applied to develop biomarker measurement 

system. Manual arrayer was used to spot human plasma sample and HRP labeled 

anti-mesothelin antibody was applied. The system detects the protein at C terminal, while 

the available ELISA uses two antibodies for N and C terminals. The results from the two 

methods did not correlate each other. Further analysis using other clinical data including 

radiological findings is now underway. Optimization of protein array measurement to 

reduce processing time is also needed. 
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１． 研究開始当初の背景 
現在、悪性中皮腫は画像診断での発見時に

は殆どの例で治療不能であるため、介入可能
な前臨床期で発見できるバイオマーカーの
開発が喫緊の課題である。 
 申請者らは蛍光二次元電気泳動法を中心
とした最先端のプロテオーム解析技術を用

いてバイオマーカーを開発し、研究成果を実
用化に導いてきた実績を有している。しかし、
電気泳動を中心にした開発戦略では凍結病
理標本からの探索が主で非侵襲的検体から
の開発は困難であるし、現在の一般的なプロ
テオーム解析技術の感度ではタンパク量の
多い方から 3000 種程度の検出しかできず、
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検討すべきタンパクを選別ができていない
可能性がある。一方、検査法の実用に際して
は精度を評価する少数の症例対照研究によ
る感度・特異度の検討のみならず、実際の検
診あるいは臨床現場を想定した有病率と陽
性反応的中度（検査陽性者中の的中率）を指
標にした有効性の検討が必要だが、後者は十
分に検討されていない。 
これらの課題克服のために、我々は血漿・

血清など雑多なタンパクを含む試料を固層
化したタンパク質マイクロアレイ法による
網羅的腫瘍マーカー検索システムを実現に
より、１）抗原・抗体の条件設定のルーチン
化、２）既知の重要ながん関連タンパクに対
する市販抗体を用いた網羅的検索によるバ
イオマーカー候補選択、３）既に蓄積された
症例対照研究及びリスク集団コホート研究
の臨床検体の省スペース保管とマーカーの
精度及び有効性検討のための曝露者集団検
体バンクとしての整理、４）大量の検体をア
レイヤーでスライドグラス上にプロットす
ることにより、臨床検体を極微量で安定的に
検査するハイ・スループットの大量検体スク
リーニング法をシステムとして実現しバイ
オマーカー開発の戦略転換を提案する。 
マイクロアレイ法は網羅的な解析に不可

欠なハイ・スループットな検査法である。合
成した DNA、抗体などを固定相に用いる DNA
マイクロアレイ、抗体マイクロアレイは既に
市販化されている。一方、臨床情報が不可さ
れた試料（血漿・血清などの生体試料）を固
層化したマイクロアレイは実用化されてい
ない。これは生体組織バンクの整備や臨床と
基礎のトランスレーショナルリサーチが円
滑に行われていないからであり、バイオマー
カー開発戦略の盲点である。 

二次元電気泳動法や質量分析などのプロ
テオミクス技術を応用した腫瘍マーカー研
究は大きな期待がされている。網羅的解析を
通じてこの１０年間で発見されたバイオマ
ーカーのほとんどは、既知のタンパク質パス
ウェイに含まれるものである。すなわち、最
先端のプロテオーム解析技術を用いた研究
の成果は、既存のタンパク質の診断上の新し
い適応を提示している。一方、既存のプロテ
オーム解析技術では転写因子などの重要か
つ微量なタンパク質は網羅的に観察できな
いことも分かっている。そこで戦略を転換し、
既にがんの発生や進展に関わることが分か
っているタンパク質に対する抗体を利用し、
臨床病理情報が付加された検体を用いてス
クリーニングし目的とする臨床状態を適切
に指摘できる抗体を選び出すことにより、バ
イオマーカー候補を選び出そうとする。 

今回用いる 600種類のがん関連タンパク質
は二次元電気泳動法や質量分析では網羅的
に観察できないことが判明しているものば

かりである。対象とするタンパク質は、細胞
接着、転写、DNA 複製、アポトーシス、シグ
ナル伝達、など１０種類以上のがん研究にお
いて重要なパスウェイをカバーしている。 

腫瘍マーカーの開発には、検査法自体の精
度を示す少数の症例対照研究による感度・特
異度が検討のみではなく、実際の検診あるい
は臨床現場を想定した有病率と陽性反応的
中度（検査陽性者中の的中率）を指標にした
有効性の検討がなければ実用できない。腫瘍
マーカー開発研究に必要な基盤として、腫瘍
マーカー検索の対象となる臨床検体や検診
検体の有効利用のための技術としてタンパ
ク質マイクロアレイ法を応用した効率的な
腫瘍マーカー検索システムを確立すること
で実際の場面での有効性を簡便に検討でき
るようにする。 
 
２．研究の目的 
質量分析装置、二次元電気泳動等のプロテ

オミクス技術に替わる新たな腫瘍マーカー
開発の基礎技術としてハイ・スループット検
査法であるマイクロアレイ法を生体試料の
アレイ化による新たな腫瘍マーカー開発戦
略を提案する。本研究の最初のターゲットは
アスベスト曝露集団に発生する悪性中皮腫
と肺がんである。精度評価用の百人単位の症
例対照群及び有効性評価用の数万人単位の
リスク集団の検体バンクを作成し、既知の中
皮腫・肺がんそれぞれの既知の腫瘍マーカー
に対するモノクローナル抗体や、600 のがん
関連タンパク質を含む 1500 超の抗体を用い
て網羅的なスクリーニングを行い、効果的な
腫瘍マーカー開発戦略を確立する。 
 
３．研究の方法 
初年度に既知の中皮腫・肺がんそれぞれの

腫瘍マーカーや非特異的炎症マーカーとそ
のモノクローナル抗体を用いて抗原・抗体双
方を希釈系列にしてアレイヤーを用いてス
ライドグラス上にスポットすることで、抗原
抗体反応の至適濃度を決定し、タンパク質ア
レイによる抗原抗体反応検出法を確立する。
また、精度検討用検体バンク及び有効性検討
用検体バンクの血漿・血清をスライドグラス
に約 1000-5000 検体をプロットしこれを 600
枚程度になるように作成する。この２つの検
体バンクを用いて、既知のマーカーについて
マイクロアレイで決定した至適濃度で測定
し従来法による結果と比較する。2年目は、
分担者の近藤が保有する約 1500種の抗体か
ら、今回は特に 600種類の抗体を候補として、
同様に至適濃度を決定し、網羅的に 600種に
ついて２つの検体バンクで反応をみること
で、バイオマーカー候補を選択する。これら
のデータを元に、多重ロジスティック回帰分
析を用いて、尤度比を最大にするマーカーの



 

 

組み合わせを選び出す。 
 
４．研究成果 
タンパク質アレイによるバイオマーカー

測定系の確立のため、簡易の手動式アレイヤ
ーでのタンパク質固定における問題点を解
決し、ヒト血漿サンプルをアレイに固定後、
HRP 標識した抗メソセリン抗体（認識部位 C
末端側）と反応させ発光で検出する測定系を
構築した。血漿は 8 倍希釈、HRP 標識抗体は
100 倍希釈、反応時間は 4℃一晩、その後は
市販の HRP 検出キットを使用して、37℃1 時
間で検出した。この実験系では、入手可能な
ELISA キットが N 末端 C 末端の２抗体を用い
ているのに対して、C 末端側１種類のみ抗体
を使用しているため、測定値の相関解析を行
う必要があった。そこで、臨床サンプル 80
個を使って、ELISA 法との比較を行ったとこ
ろ、相関係数が 0.0193 と相関が見られず、
市販キットとは、別の測定法であることが判
明した。 
初年度に 2マイクロリットルの４倍希釈し

たヒト血漿（抗原）のニトロセルロースフィ
ルターへのスポットおよび固定と、HRP 標識
した mesothelin 抗体との反応による、プロ
テインアレイの原理確認をおこない、成功し
た。次の段階として、スポッターによる極微
量（0.5 マイクロリットル以下）の希釈した
血漿のガラスプレートへのスポットと、HRP
標識した mesothelin 抗体との反応による、
プロテインアレイの測定原理の確認を行い、
シグナルの検出に成功した。昨年度は、N-ERC 
mesothelin sandwich EIA 法によって濃度を
規定されたヒト血漿３検体（低、中、高濃度）
を用いて、一昨年度開発に成功したマイクロ
アレイの同時再現性、測定間再現性、希釈試
験および N-ERC mesothelin sandwich EIA
法との相関を調べた。その結果、４回測定し
た際の同時再現性は、6.4～14.0％、希釈直
線性は r2=0.989 と良好な結果が得られた。
N-ERC mesothelin sandwich EIA法との相関
については、r2=0.0193 とほとんど相関が認
め ら れ な か っ た 。 こ の 原 因 と し て 、
N-ERC/mesothelin kit では、２種類の抗体
でのサンドイッチにより、分泌型 mesothelin
のアミノ基側ペプチドを測定しているのに
対し、我々の方法は、使用している抗体が１
種類であるため、様々な分解型の分泌型
mesothelinが検出されているため、kit より
も高い濃度として検出される可能性が考え
られた。 
本法による mesothelin 測定結果とメソテ

リオーマの相関については、次回の検討課題
として残された。 
今後、さらに臨床サンプルを追加して、あ

らかじめ取得した胸部レントゲン読影の診
断結果と本系測定結果との相関を解析し、中

皮腫のバイオマーカーになりうるか、比較検
討をおこなう。現在、1.5 日要している測定
時間を半日程度で測定可能となるよう、反応
時間の最適化をはかっていく。バイオマーカ
ーに関しては、現在実施しているメソセリン
の有用性の検討とともに、これに限定せず、
共同研究者と連携しながら、候補となるタン
パクについて網羅的な検討を進めていく。ま
た、タンパク質アレイと既存の測定方法の利
点を生かしたバイオマーカー探索の効率化
につなげることのできる戦略を確立する。 
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